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บทคัดยอ 
การวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือคัดแยกแหลงท่ีใหเอนไซมเพอรออกซิเดสจากผัก 10 ชนิด ไดแก มะเขือเทศ ผักกาดขาว 
แตงกวา บร็อกคอล่ี มะเขือเปาะ แครอท ผักบุง ฟกทอง ถ่ัวฝกยาว และกะหลํ่าปลี โดยการนําตัวอยางสกัดเอนไซมโดยใช
สารละลายบัฟเฟอรฟอสเฟต พีเอช 7.0 และติดตามแอคทิวิตีของเอนไซมเพอรออกซิเดสดวย 4-อะมิโนแอนทิไพรีน ฟนอล และ
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด ทําการบมท่ีอุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 10 นาที พบวา สารสกัดหยาบจากกะหลํ่าปลีใหแอคทิวิทีของเพอร
ออกซิเดสสูงสุดเทากับ 234.52 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นนํากะหลํ่าปลีสกัดหยาบตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
ท่ีความเขมขนอิ่มตัวรอยละ 0 – 20, 20 – 40, 40 – 60, 60 – 80, และ 80 – 100 ตามลําดับ พบวา การตกตะกอนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวท่ีความเขมขนรอยละ 60 – 80 ใหแอคทิวิตีสูงสุดเทากับ 1432.65 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นใช
ความเขมขนของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ 20 – 80 ตกตะกอนเอนไซมเพอรออกซิเดส พบวา ใหผลผลิตรอยละ 
58.50 และความบริสุทธิ์ 3.82 เทา มีคาความเปนกรด-เบสและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาเทากับ 7.0 และ 40oซ 
ตามลําดับ คาจลนศาสตรของเอนไซมเพอรออกซิเดส Km และ Vmax เทากับ 125 μM and 17.2 μmol/min.mg protein 
ตามลําดับ 
 
คําสําคัญ: เพอรออกซิเดส พืชผัก กะหลํ่าปลี การตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
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Abstract 
This research aimed to screen the peroxidase sources from ten vegetables, tomato, Chinese white cabbage, 
cucumber, broccoli, eggplant, carrot, morning glory, pumpkin, yard long bean, and cabbage.  The samples were 
extracted by phosphate buffer, pH. 7.0. The extracts were measured the peroxidase activity using a mixture of 4-
aminoantipyrine, phenol and hydrogen peroxide, and incubated at 30oC for 10 minutes. The result showed the crude 
extract from cabbage had the highest peroxidase activity, 234.52 units/mg protein.  After precipitation with ammonium 
sulfate saturated at percentage ranges of 0 – 20, 20 – 40, 40 – 60, 60 – 80, and 80 – 100, the highest peroxidase 
activity, 1432.65 units/mg protein, was in a range of 60 – 80%.  20 – 80% of saturated ammonium sulfate was 
selected to precipitate peroxidase from the cabbage crude extract.  The enzyme yield and purity were 58.50% and 
3.82 folds, respectively.  The optimum pH and temperature of peroxidase were 7 and 40oC, and peroxidase kinetics 
as Km and Vmax were 125 μM and 17.2 μmol/min.mg protein, respectively. 
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บทนํา: 
 เพอรออกซิเดส (Peroxidases) (E.C.1.11.1.7) เปน
เอนไซมท่ีเรงสลายสับเสตรตโดยใชปฏิกิริยาออกซิเดชั่น-   
รีดักชั่น ดวยสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด เอนไซม
เพอรออกซิเดสนํามาใชประโยชนหลายดาน ไดแก การ
บําบัดน้ําเสียท่ีมีสารประกอบฟนอลิก และ การสังเคราะห
สารอะโรมาติก (Agostini et al., 1997; Hammerschmidt 
et al., 1982)  
แหลงท่ีพบเพอรออกซิเดสมีท่ัวไปในจุลินทรีย 
สัตว และพืช (Kim and Yoo, 1996; Yamada et al., 1987; 
Welinder, 1992; Dunford, 1999; Zamocky, 2004; Habetha 
and Bosch, 2005; Cavalier-Smith, 2004) มีรายงานพบ
เพอรออกซิเดสใน Horseradish root tubers และเซลลขน
รากของแครอท โดยเฉพาะใน Horseradish root tubers มี
การนําไปผลิตเพอรออกซิ เดสในระดับอุตสาหกรรม 
(Welinder, 1992; Dunford, 1999; Saitou et al., 1991) 
ดังนั้นนาจะมีความเปนไดท่ีพืชชนิดอ่ืนๆ สามารถผลิตเพอร
ออกซิเดสได และพืชชนิดนั้นพบมากในทองถ่ินทําใหเพ่ิม
มูลคาของพืชชนิดนั้น และสามารถนําไปใชในการตรวจสอบ
ทางชีวภาพเพ่ือหาสารประกอบฟนอลิกในตัวอยางท่ี
ตองการได (Alpeeva et al., 2005; Gaspar, 2000)  
ตําลึง (Coccinia grandis Linn) เปนพืชอีกชนิดหนึ่ง
ท่ีอยูในวงศ Cucurbitaceae ตําลึง (Ivy gourd) เปนพืช
ทองถ่ินท่ีพบไดงายและมีรายงานพบเพอรออกซิเดสในผัก
ตําลึง (Sombat et al., 2010) การศึกษานี้เปนการศึกษา
เบ้ืองตนเพ่ือคัดแยกผักท่ีมีแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส และ
ทําการเลือกผักท่ีใหแอคทิวิทีสูงสุดเพ่ือไปทําการศึกษาสมบัติ
ของเพอรออกซิเดสตอไป  
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ผัก 10 ชนิด ท่ีใชในการคัดแยกเพอรออกซิเดส 
ไดแก มะเขือเทศ ผักกาดขาว แตงกวา บร็อกคอล่ี มะเขือ
เปาะ แครอท ผักบุง ฟกทอง ถ่ัวฝกยาว และกะหล่ําปลี โดย
การทําสกัดหยาบแลวตามดวยการตกตะกอนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต จากน้ันทําการศึกษาสมบัติบางประการ
ของเพอรออกซิเดส ไดแก อุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมใน
การเรงปฏิกิริยา และคาจลนศาสตรของเอนไซม 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 
วัสดุและอุปกรณ: ทําการซื้อผักจากตลาดในทองถ่ิน 
ไดแก มะเขือเทศ ผักกาดขาว แตงกวา บร็อกคอล่ี มะเขือ
เปาะ แครอท ผักบุง ฟกทอง ถ่ัวฝกยาว และกะหลํ่าปลี 
Ammonium sulfate, sodium chloride and Sephadex G-
25 ซื้อจาก Pharmacia Fine Chemicals (Piscataway, 
NJ, USA) และ Comassie brilliant blue G-250, 4-
aminoantipyrine (4-AAP) and hydrogen peroxide 
(H2O2) ซื้อจาก Fluka Chemie AG (Buchs, Switzerland). 
สารเคมีท่ีใชท้ังหมดอยูในระดับ analytical grade.  
 
ตัวอยางสารสกัดหยาบจากผัก: นําตัวอยางผักท่ีใชใน
การศึกษาทําความสะอาดดวยน้ํากล่ัน แลวชั่งน้ําหนักสด 
100 กรัม สกัดดวยสารละลายบัฟเฟอร 50 mM phosphate 
buffer, pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นกรองดวยผา
ขาวบางประมาณ 4 ชั้น แลวนําสวนใสซึ่งเปนเอนไซมสกัด
หยาบเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4°ซ จนกวาเริ่มทําการทดลอง  
 
การหาแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส และปริมาณ
โปรตีน:  
แอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสใชวิธีการ colrimetric 
method (Wright and Nicell, 1999) สวนผสมในการหา
แอคทิวิทีปริมาตร 5 มิลลิลิตร ประกอบดวย 50 mM 
phosphate buffer (pH 7.0), 2 mM 4-AAP, 2 mM 
phenol, 4 mM hydrogen peroxide และ 1.0 g/l Triton X-
100 บมท่ีอุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 10 นาที ปฏิกิริยา
เริ่มตนดวยการเติมสารสกัดหยาบเอนไซมปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 500 
นาโนเมตร ดวยเครื่อง UV/VIS-spectrophotometer Model 
Jenway 6405 (Jenway, UK). 1 ยูนิตของเพอรออกซิเดส 
คือ ปริมาณเอนไซมท่ีทําปฏิกิริยากับ 1 ไมโครโมล ของ
ไฮโดรเจนเพอรออกไซดภายในเวลา 1 นาท่ี ภายใตภาวะท่ี
ทําการทดลอง หาปริมาณโปรตีนโดยใช Comassie brilliant 
blue G-250 method ตามวิธีของ Bradford โดยใช bovine 
serum albumin เปนโปรตีนมาตรฐาน (Bradford, 1976) 
 
การตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต:  
นําสารสกัดหยาดกะหลํ่าปลีมาทําใหบริสุทธิ์โดยการ
ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต โดยเริ่มตนมีแอคทิวี
ของเพอรออกซิเดส 234.52 U/mg protein ทําการกรอง
เอนไซมสกัดหยาบแลวเซนตริฟวกท่ีความเร็วรอบ 3,000 
rpm/min เปนเวลา 10 นาที ท่ี 4oซ และทําการเติมแอมโมเนีม
ซัลเฟตที่ระดับความเขมขนรอยละอิ่มตัวท่ี 0 – 20, 20 – 40, 
40 – 60, 60 – 80, และ 80 – 100 จากนั้นทําการเซนตริฟวก 
แลวนําตะกอนที่ไดไปกระจายใน 50 mM phosphate buffer 
pH 7.0 และ นําเกลืออกโดยใช Sephadex G25 จากนั้นทํา
การหาแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
 
การหาอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมของเพอรออกซิ
เดส และจลนศาสตรของเพอรออกซิเดส:  
นําเพอรออกซิเดสจากกะหล่ํามาทําการหาพีเอช
ที่เหมาะสมในชวง 4 – 14 และอุณหภูมิที่เหมาะสม 4 – 
100oซ ตามลําดับ จลนศาสตรของเพอรออกซิเดสโดยใช
สับสเตรตเปนฟนอลจากนั้นหาคา Lineweaver–Burk plot 
for Km and Vmax  
 
ผลการวิจัย และการอภิปรายผล 
การคัดแยกแหลงผลิตเพอรออกซิเดสจากผัก:  
ทําการสกัดเพอรออกซิเดสจากผัก 10 ชนิด ไดแก 
มะเขือเทศ ผักกาดขาว แตงกวา บร็อกคอล่ี มะเขือเปาะ แค
รอท  ผักบุง  ฟกทอง  ถ่ัวฝกยาว  และกะหลํ่าปลี โดย
สารละลายบัฟเฟอร 50 mM Phosphate buffer, pH 7.0 
แลวทําการวัดแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส พบวา ผักทุก
ชนิดมีแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส (ไมแสดงผลการทดลอง) 
โดยกะหลํ่าปลีใหแอคทิวิทีเพอรออกซิเดสสูงสุด 234.52 
units/mg protein. 
 
การทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยการตกตะกอนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต:  
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เพอรออกซิเดสสกัดหยาบจากกะหลํ่าปลีนําไปทํา
ใหบริสุทธิ์บางสวนดวย ammonium sulfate ท่ีความเขมขน
อ่ิมตัวรอยละ 0 – 20, 20 – 40, 40 – 60, 60 – 80, and 80 
– 100 พบวาชวงความเขมขนอิ่มตัวรอยละ 60 – 80 ให
แอคทิวิทีสูงสุด 1432.65 units/mg protein และ ชวงความ
เขมขนอิ่มตัวท่ีเลือกใชในการทําใหบริสุทธิ์บางสวนคือ 
ความเขมขนอิ่มตัว ammonium sulfate precipitation รอย
ละ 20 – 80 (ตาราง 1) 
 
ตาราง 1 ตารางการทําใหบริสุทธิ์บางสวนของกะหลํ่าปลี 
 
Step Yield  
(%) 
Specific  activity 
(units/mg protein) 
Purity 
(fold) 
Crude 100 234.52 1.00 
0 – 20 % (NH4)2SO4 5.11 124.76 0.53 
20 – 40 % (NH4)2SO4 27.19 756.39 3.23 
40 – 60 % (NH4)2SO4 30.68 953.22 4.06 
60 – 80 % (NH4)2SO4 33.22 1432.65 6.10 
80 – 100 % (NH4)2SO4 3.80 119.42 0.51 
20 – 80 % (NH4)2SO4 58.50 895.87 3.82 
 
พีเอชท่ีเหมาะสม:  
ทําการหาพีเอชท่ีเหมาะสมของเอนไซมเพอรออก
ซิเดสจากกะหลํ่าปลีท่ีทําใหบริ สุทธิ์บางสวนดวยการ
ตกตะกอนดวย Ammonium sulfate precipitant peroxidase 
พบวาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยา คือ พีเอช 7.0 
และมีชวงพีเอชท่ีกวางคือ 5.5 – 8.5 แสดงดังภาพที่ 1 ผล
การทดลองเปนแบบเดียวกับท่ีเคยมีรายงานในเพอรออกซิ
เดสใน ขาว มะเขือเทศ ถ่ัวเหลือง มะพราว และสตรอเบอรี่ 
(Sessa and Anderson, 1981; Ito et al., 1991; Jen et al., 
1980; Civello et al., 1995; Mujer et al., 1983) 
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ภาพท่ี 1 ผลของพีเอชตอแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสม:  
ทําการหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของเอนไซมเพอร
ออกซิเดสจากกะหลํ่าปลีท่ีทําใหบริสุทธิ์บางสวนดวยการ
ตกตะกอนดวย Ammonium sulfate precipitant peroxidase 
พบวาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยา (ภาพท่ี 2) 
คือ 40°ซ และมีแอคทิวิทีในชวงอุณหภูมิ 10°ซ และสูงถึง 
70°ซ โดยจะมีแอคทิวิทีเหลืออยูรอยละ 20 เมื่อเทียบกับ
ภาวะอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ผลการทดลองเปนแบบเดียวกับ
ท่ีเคยมีรายงานในเพอรออกซิเดสใน ปาลมน้ํามัน ฝาย 
(Triplett and Mellon, 1992) สตรอเบอรี่ (Civello et al., 
1995) และมะพราว (Mujer et al., 1983) ผลการทดลอง
เปนเชนนี้เพราะความรอนทําลายสภาพของเอนไซม (Vamos-
Vigyazo, 1981) 
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ภาพท่ี 2 ผลของอุณหภูมิตอแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
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จลนศาสตรของเพอรออกซิเดสจากกะหล่ําปลี: 
ทําการหาจลนศาสตรของเพอรออกซิเดสจาก
กะหลํ่าปลีโดยใชฟนอลเปนสับสเตรต (ภาพท่ี 3) พบวามีคา 
Km และ Vmax เทากับ 125 μM and 17.2 μmol/min.mg 
protein ตามลําดับ มีรายงานคา Km ของเพอรออกซิเดสใน
ลูกแพร และเมล็ด Araucaria มีความจําเพาะต่ํากวา
กะหลํ่าปลี และใกลเคียงกับผักตําลึง (Richard-Forget and 
Gauillard, 1997; Riquelme and Cardemil, 1993) 
 
 
 
ภาพท่ี 3 จลนศาสตรของเพอรออกซิเดสจากกะหลํ่าปลี 
 
สรุปและขอเสนอแนะ 
การศึกษาคร้ังนี้พบวากะหลํ่าปลีท่ีมีความบริสุทธิ์
บางสวนมีแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสสูงสุด และทํางานได
ดีท่ีพีเอช 7 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 40°ซ และมีความจําเพาะ
ตอฟนอลสูง และทําการศึกษาเปรียบเทียบคาตางๆ ของ
เพอรออกซิเดสที่ไมบริสุทธิ์ และบริสุทธิ์บางสวน พบวามีคา
อุณหภูมิ พีเอช และคาจลนศาสตรใกลเคียงกัน (ไมแสดงผล
การทดลอง) ดังนั้นการนําไปใชประโยชนอาจจะใชในรูป
เอนไซมสกัดหยาบได และควรหาแหลงเพอรออกซิเดสจาก
แหลงอื่นๆ ตอไป หรือ ศึกษาความจําเพาะตอสับสเตรต 
ชนิดอ่ืน ๆ เพ่ิมเติม ท้ังนี้เพ่ือทําใหเกิดประโยชนสูงสุดเมื่อ
นําไปใชในระดับอุตสาหกรรมหรือใชในการเรียนการสอน 
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